









摘 要:α－1，6－葡聚糖酶是专一作用于 α－1，6 糖苷键产生小分子葡聚糖的一类水解酶，广泛的运用于制糖工业和啤
酒工业中。采用 PCR 法扩增朱黄青霉( Penicillium minioluteum) C12114 的 α－1，6－葡聚糖酶基因，将其插入毕赤酵母
表达载体 pPIC9K。经 Sac I 酶线性化电击转入毕赤酵母基因组，构建重组酵母 GS115 /pPIC9K－dex。对构建成功的转
化子进行 1.5%的甲醇诱导表达，在 30℃条件下培养 7d 时酶活达到最大值，为 88.35U /mL。
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Abstract: α－1，6－dextranase，which can hydrolyze dextran specifically by cutting off the α－1，6－glycosidic bond to
release shorter saccharides，was widely used in many fields such as sugar industry and beer industry.The gene of
α－1，6－dextranase( dex) was amplified through PCR by using Penicillium minioluteum C12114 genomic DNA as
template.The amplified gene was cloned into vector pPIC9K and the recombinant plasmid pPIC9K － dex was
linearzed with Sac I，then transformed into P.pastoris GS115 by electroporation. The positive transformant was
induced to express the enzyme with 1.5% methanol for 7 days under the 30℃，and the activity of the enzyme could
reach 88.35U/mL.
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α－1，6－葡聚糖( Dextran) 是 α－D－吡喃型葡萄糖
的聚合物，主要通过 α－1，6 糖苷键连接，含有少量的
α－1，2、α－1，3 和 α－1，4 糖苷键。葡聚糖在医疗上
可以代替血浆，控制药物释放; 在牙科中，葡聚糖会
与唾液中的糖蛋白形成牙菌斑; 而在制糖工业中，肠



























［6－7］。本实验将朱黄青霉 C12114 的 α－1，6－葡
聚糖酶基因导入毕赤酵母表达载体 pPIC9K 中构建
重组菌，研究 α－1，6－葡聚糖酶在毕赤酵母中的表




朱黄青霉 C12114 和大肠杆菌 E.coli DH5α 由
本实验室保存; 毕赤酵母表达载体 pPIC9K 和毕赤酵
母菌株 GS115 Invitrogen 公司; 胶回收试剂盒、酵母
基因组提取试剂盒 深圳尚能生物科技有限公司;
限制性内切酶、pMD18－T 载体系统和 T4 DNA 连接
酶 日本 TaKaRa 公司; DNA 相对分子质量标准、Taq
DNA 聚合酶 大连宝生物工程公司; 质粒提取试剂




纯; 朱黄青霉斜面培养基 PDA ( g /L) 酵母膏 5，葡
萄糖 10，琼脂 20，自然 pH; 朱黄青霉菌丝体液体培养
基( g /L) 玉米浆 20，蔗糖 20，酵母膏 5，CaCO3 5，pH
5.8; LB 培养基用于大肠杆菌 DH5α 培养，YPD、MD
培养基用于重组毕赤酵母的筛选，BMG 和 BMM 培养
基用 于 重 组 毕 赤 酵 母 的 培 养 表 达，具 体 配 方 见
Invitrogen 公司的毕赤酵母操作手册［8］; 引物 使用
引物序 列 如 表 1 所 示，其 中 F1、F2 为 朱 黄 青 霉
C12114 中 α－1，6－葡聚糖酶基因的上下游引物，在上
游引物 F1 的 5’端引入 EcoR I 酶切位点，下游引物 F2





F1 28 5'－CG GAATTC ATGGCCACAATGCTA AAGCT－3'
F2 30 5'－ATC GCGGCCGC TCAGCTAATCTGCCACTCC－3'
1.2 实验方法
1.2.1 朱黄青霉的菌体培养、DNA 的提取及 dex 基
因的获得 将 PDA 斜面培养基 ( 30℃ 恒温培养) 上
的朱黄青霉 C12114 接种至菌丝体液体培养基中，
30℃，150r /min 摇床培养约 3～4d。离心收集菌丝，无
菌水冲洗，液氮速冻，研磨后参照吴发红等［9］ 使用
SDS 法提取朱黄青霉的总 DNA。
以获得的总 DNA 为模板，PCR 扩增 dex 基因。
反应 体 系 含 4μL 25mmol /LMgCl2、0.5μL 10mmol /L
dNTP、0.5μL ( 2.5U ) Taq DNA 聚 合 酶、各 0.5μL






表 2 PCR 扩增条件
步骤 温度( ℃ ) 时间( min) 循环
热启动 94 2 1
变性 94 1
退火 45～60 1 30
延伸 72 1
最终延伸 72 7 1
1.2.2 重组毕赤酵母表达载体的构建 将测序正确
定义的 α－1，6－葡聚糖酶基因用 EcoR I 和 Not I 双酶
切，并与 同 样 经 过 EcoR I 和 Not I 双 酶 切 的 载 体
pPIC9K 连接，连接产物转化感受态大肠杆菌 DH5α，
得到的转化子经氨苄抗性和卡那霉素选择筛选出阳
性克隆。提 取 质 粒 进 行 测 序 验 证，构 建 重 组 载 体
pPIC9K －dex，如图 1 所示。
图 1 重组质粒 pPIC9K－dex
1.2.3 重组毕赤酵母的转化和筛选 将活化后的毕
赤酵 母 GS115 菌 株 接 种 到 30mL YPD 培 养 基 中，
30℃、200r /min 下培养过夜至 OD600 为 1.0 ～ 1.5。取
5mL 4℃离心并收集菌体，用预冷的无菌水和 1mol /L
山梨醇分别洗涤菌体两次，将所得菌体悬浮于 80μL








1.0、1.5、2g /L G418 的 YPD 培养基平板上，30℃ 培养
2d，在高浓度 G418 平板上生长的即为高拷贝转化子。
获得的高拷贝转化子点种于筛选培养基 MM 和 MD 平
板上，确定其甲醇利用表型，在 MD 和 MM 上均能正常
生长的转化子为 Mut + ( methanol utilization plus) 型，指
可利用甲醇为唯一碳源的野生型菌株。将获得的高拷
贝转化子点种于 MM－蓝色葡聚糖 T2000 平板，出现透
明水解圈则是表达成功的阳性转化子。
1.2.4 重组毕赤酵母菌株的诱导表达 将阳性转化
子接种 于 含 30mL BMG 培 养 基 的 250mL 摇 瓶 中，
30℃、200r /min 摇床培养 24h。离心收集菌体，将菌
体转移至 30mL BMM 诱导培养基中，30℃、200r /min
继续培养 168h，每 24h 补加适量甲醇至体积分数
1%。每 24h 取样，10000r /min 离心 5min，收集上清
液即为粗酶液。
1.2.5 SDS－ PAGE 检测表达产物 将粗酶液进行
SDS－PAGE( 分离胶 12%，浓缩胶 5% ) ，粗酶液加入
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4 × 上样缓冲液，沸水浴 5min 后上样 10μL 进行电
泳。电泳结束后采用银染法显色［10］。
1.2.6 重组毕赤酵母表达产物分析 采用 DNS 法［11］
测定重组 α－1，6 － 葡聚糖酶的活性。酶活定义在
pH5.0，温度 37℃下，将每分钟催化产生 1μmol 还原
糖所需的酶量定义为一个酶活力单位( U) 。










SDS 法提取总 DNA，结果如图 2 所示。图 2 中泳道 1
和 2 分别为未添加及添加液氮研磨的结果。在研磨
过程中由于液氮对细胞内物质结构的保护作用，可
以看出泳道 2 的条带比较亮，DNA 提取效果较好。
图 2 朱黄青霉 C12114 的总 DNA
提取的总 DNA 经温度梯度 PCR 扩增得到目的
基因约为 1800bp，结果如图 3 所示。经测序后，与朱
黄青霉 α－1，6－葡聚糖酶基因具有 100% 同源性，至
此成功获得 dex 基因。将 dex 基因连入 T 载体，挑取
含氨苄青霉素平板上的阳性转化子提取质粒，成功
得到载体 pMD18－T－dex( 图略) 。
图 3 α－1，6－葡聚糖酶基因扩增结果
注: 1－DNA ladder; 2～9－不同退火温度
40、42、44、46、48、50、52、54℃扩增片段。
2.2 重组载体 pPIC9K－dex 的构建
将重组体 pMD18－T－dex 和载体 pPIC9K 分别经
EcoR I 和 Not I 双酶切，回收相应片段、连接产物转
化大肠杆菌 DH5α，挑取转化子扩增并抽提质粒。将
抽提的质粒经 EcoR I 和 Not I 双酶切，得到了 1800bp
左右和 9000bp 左右的条带( 见图 4 ) ，证实 dex 基因
成功插入载体 pPIC9K，将重组质粒命名为 pPIC9K
－dex。
图 4 双酶切验证重组质粒 pPIC9K－dex
注: M－DNA ladder; 1－经 EcoR I 和 Not I 双酶切片段。
2.3 重组毕赤酵母 GS115 /pPIC9K－dex 的构建与
筛选
重组质粒用 Sac I 酶切线性化，电击转化毕赤酵
母 GS115，涂布于 MD 平板上筛选目的基因整合到宿
主菌染色体上的转化子。考虑到基因拷贝数的增加
一般可以提高基因产物的表达量，首先利用载体上
的 G418 抗性基因筛选高基因拷贝的转化子。将 MD
平板上获得的转化子点种于含 0.25、0.5、1、1.5 和 2g /L
G418 的 YPD 平 板 上，30℃ 培 养 3d 后，筛 选 出 抗
1.5mg /mL G418 的 5 株 菌，一 般 每 抗 0.25mg /mL
G418 即为一个拷贝数，因此最终得到约 6 个拷贝数




糖 T2000 平板，结果见图 5。在菌落周围可以明显见
到透明水解圈，证明 dex 基因不仅已经整合进酵母基
因组中，而且成功实现了在毕赤酵母中的活性表达。
图 5 MM－蓝色葡聚糖 T2000 平板
2.4 SDS－PAGE 电泳检测表达产物
挑取表达菌株接种于 30mL BMG 的培养基中，
30℃振荡培养约 24h，离心收集菌体，用含 1%甲醇的
BMM 培养基重悬菌体，诱导表达。不同时间取样，发
酵液上清溶于 5 × 上样缓冲液，SDS－PAGE 检验结果








图 7 中显示培养基中的 α－1，6－葡聚糖酶活性在诱
导 120h 时可达到 42.51U /mL。
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图 6 重组酵母的表达产物 SDS－PAGE 电泳结果
注: 1－P.pastoris GS115 的上清; 2～4－经甲醇诱导
24、72、120h 的 P.pastoris GS115 /pPIC9K－dex 上清。




















量对 α－1，6－葡聚糖酶的表达最为合适，在 144h 时





聚糖酶 的 研 究 相 对 于 其 他 类 型 的 葡 聚 糖 酶 类 如
图 9 甲醇浓度对表达外源 α－1，6－葡聚糖酶的影响
β－1，3－葡聚糖酶等并不深入。本研究通过 PCR 技
术从朱黄青霉 C12114 菌株中成功扩增出 α－1，6－葡
聚糖酶基因，通过基因重组在毕赤酵母中成功表达
α－1，6－葡聚糖酶基因。此外，对利用毕赤酵母诱导
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